H/T/EP03 /06566 
BUNDESt^PUBLI K DE UTSCM.AND 




Prioritatsbescheinigung uber die Einreichung 
einer Patentanmeldung 



Aktenzeichen: 



102 29 210.8 



Anmeldetag: 



28. Juni 2002 



Anmelder/lnhaber: 



november Aktiengesellschaft Gesellschaft fur 
Molekulare Medizin, Erlangen/DE 



Bezeichnung: 
IPC: 



Vorrichtung zur Detektion eines Analyten 



G 01 N 27/327 




Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprung- 
lichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 



Munchen, den 4. Juli 2003 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der President 



Im Auftrag 

"lout 



BEST AVAILABLE COPV 



t 



1 

Beschreibung 

Vorrichtung zur Detektion eines Analyten 

5 Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Detektion eines 
in einer Fltissigkeit enthaltenen Analyten. Der Analyt kann 
gelost Oder suspendiert vorliegen. Weiterhin betrifft die Er- 
findung ein Verfahren zur Herstellung und elektrischen Kon- 
taktierung der Vorrichtung. Daruber hinaus betrifft die Er- 

»f indung eine Verwendung der Vorrichtung zur Detektion eines 
Analyten. 

Aus Sosnowsky et al . , (1997) Proc. Natl. Acad. Sci USA, 94, 
Seiten 1119 bis 1123 ist ein Silizium-Chip mit einer Anord- 

15 nung von Elektroden zum Nachweis einer Nukleinsaure in einer 
Losung bekannt. Auf den Elektroden sind liber eine Zwischen- 
schicht Fanger-Molekule immobilisiert , die Analyten spezi- 
fisch binden. Die Elektroden werden durch Leitungen auf der 
Oberflache des Chips elektrisch kontaktiert. Die Leitungen 

20- sind durch eine Siliziumnitrid-Schicht isoliert. Durch Anle- 
gen eines negativen oder positiven Potentials an die Elektro- 

^ den konnen geladene Analyt e zu den Elektroden mit den Fanger- 

.W Molekiilen gezogen werden und an die Fanger-Molekule binden. 

Ungebundene Oder unspezifisch gebundene Analyten konnen durch 

25 Umpolen wieder von dem Bereich der Elektroden entfernt wer- 
den. Die Detektion des spezifisch gebundenen Analyten erfolgt 
mittels Fluoreszenz . 

Weiterhin ist von der Firma Motorola ein unter der Bezeich- 
3 0 nung eSensor™ vertriebener Biochip bekannt, bei dem auf der 

Oberflache Goldelektroden angeordnet sind. Die Goldelektroden 
sind seitlich auf der Oberflache des Biochips kontaktiert. An 
den Elektroden sind uber eine Zwischenschicht Fanger-Molekule 
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immobilisiert . Der Nachweis eines uber die Fanger-Molekiile an 
eine Elektrode gebundenen Analyten erfolgt mittels Reporter- 
Molekulen, welche an den gebundenen Analyten binden und elek- 
trochemisch detektierbare Marker aufweisen. Die Bindung die- 
ser Reportermolekiile wird elektrochemisch nachgewiesen. 

Die genannten Elektrodenanordnungen sind aufwandig herzustel- 
len. Sie erfordern z.B. lithograf ische Techniken. Urn den Kon- 
takt der elektrischen Leitungen zu den 4 Elektroden mit einer 
den Analyten enthaltenden Losung zu verhindern, muss eine 
Schutzschicht auf ■ die Leitungen aufgetragen werden. Weiterhin 
ist es fur bestimmte Anwendungen, z.B. als Boden einer Mi- 
krof luidkammer, erforderlich ist, dass der Biochip eine glat- 
te Oberflache aufweist.' Um die durch die Leitungen bedingten 
Unebenheiteji auszugleichen muss daher eine Ausgleichsschicht 
aufgetragen werden. 

Aufgabe der Erfindung ist es, die Nachteile nach dem Stand 
der Technik zu vermeiden. Insbesondere soil eine Vorrichtung 
mit Elektroden zur Detektion eines Analyten bereitgestellt 
werden, die einfach herzustellen ist. 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspriiche 1, 19, 
21, 32 und 35 gelost. ZweckmaSige Ausgestaltungen ergeben 
sich aus den Merkmalen der Anspriiche 2 bis 18, 20, 22 bis 31, 
33, 34 und 36 bis 48. 

E ^f indungsgemaS ist eine Vorrichtung zur Detektion eines Ana- 
lyten in einer Flussigkeit mit auf einer ersten Seite einer 
elektrisch nicht leitenden und fur die Flussigkeit undurch- 
lassigen Platte angeordneten voneinander isolierten Elektro- 
den vorgesehen, wobei die Elektroden zumindest teilweise eine 
Analyt-spezifische Beschichtung oder Analyt-spezif ische Mble- 
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kiile aufweisen und uber die Platte durchspannende elektrische 
Leiter von einer zweiten Seite der Platte her elektrisch kon- 
taktierbar oder elektrisch kontaktiert sind. Die elektrischen 
Leiter konnen dabei mit der Platte und den Elektroden verbun- 
den sein. Die Elektroden konnen aber auch dadurch von der 
zweiten Seite her kontaktierbar sein, dass die Platte aus ei- 
nem weichen Material besteht, dass zum Kontaktieren von elek- 
trischen Leitern bis zu den Elektroden durchstochen werden 
kann. Unter Platte wird hier ein beliebiger, insbesondere 
flacher, eine erste und eine zweite Seite aufweisender Grund- 
korper verstanden. "Teilweise" bedeutet hier und im Folgen- 
den, dass sowohl ein Teil einer einzelnen Elektrode als auch 
ein Teil der insgesamt vorhandenen Elektroden das jeweilige 
Merkmal aufweisen kann.' " Analyt-spezif isch" bedeutet, dass 
die Beschichtung oder die Molekule eine spezifische Affinitat 
oder eine sonstige. selektive Eigenschaf t fur den Analyten 
oder eine infolge der Anwesenheit des Analyten gebildete Sub- 
stanz, z.B. ein Abbauprodukt des Analyten, aufweisen. 

Die erfindungsgemaSe Vorrichtung ist einfach herzustellen . Es 
ist nicht erforderlich eine Schutzschicht aufzutragen, um ei- 
nen Kontakt der Flussigkeit mit Elektrodenzuleitungen zu ver- 
hindern. Weiterhin ist es nicht erforderlich, eine Aus- 
gleichsschicht aufzutragen, um eine ebene Oberflache der 
Platte herzustellen. Durch das Entf alien der seitlichen Ab- 
leitungen ist es sehr kostengiinstig moglich ist, die Vorrich- 
tung in dem Bereich auSerhalb der Elektroden vollig plan aus- 
zuformen. Dadurch kann die Vorrichtung gut als Boden einer 
Flussigkeit aufnehmenden Kammer verwendet werden, ohne dass 
eine f lussigkeitsdichte Abdichtung dabei problematisch ware. 
Ein weiterer Vorteil der erf indungsgemafien Vorrichtung be- 
steht darin, dass eine hohere Elektrodendichte als mit seit- 
lich abgeleiteten Elektroden moglich ist, weil zwischen den 
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Elektroden kein Raum ftir die Leitungen freigelassen werden 
muss . 

Ein weiterer Vorteil der Erfindung besteht darin, dass die 
Kontaktierung von der zweiten Seite der Platte her kurze Lei- 
tungswege ermoglicht. Dadurch kann ein durch die verhaltnis- 
maSig langen Leitungswege bei seitlicher Ableitung der Elek- 
troden verursachtes elektrisches Rauschen vermieden werden. 
Das elektrische Rauschen kann die Detektion eines Analyten 
verhindern . 

Bei einer vorteilhaf ten Ausgestaltung sind die elektrischen 
Leiter zusairunen mit den Elektroden einstuckig ausgebildet. 
Die Elektroden und die Leiter konhen aus demselben Material 
bestehen. Das ermoglicht eine gute Kontaktierbarkeit von der 
zweiten Seite her und eine sehr kostengiinstige Herstellung. 
Es 1st nicht erforderlich auf der ersten Seite der Platte ei- 
nen elektrischen Kontakt zwischen den Elektroden und den 
elektrischen Leitern herzustellen . 

Die Beschichtung oder die Analyt-spezif ischen Molekule an den 
Elektroden konnen jeweils unterschiedlich sein, so dass sich 
verschiedene Elektroden dadurch voneinander unterscheiden. 
Die Beschichtung oder die Analyt-spezif ischen Molekule kon- 
nen, insbesondere elektrochemisch inerte, Fanger-Molekule um- 
fassen. Fanger-Molekule sind dabei Molekule, an die der Ana- 
lyt oder eine infolge der Anwesenheit des Analyten gebildete 
Substanz, z.B. ein Abbauprodukt des Analyten, aus der Flus- 
sigkeit heraus bindet. Bei den Fanger-Molekulen kann es sich 
um, insbesondere einzelstrangige, Nukleinsauren, Nukleinsau- 
re-Analoga, Liganden, Haptene, Peptide, Proteine, Zucker, Li- 
pide oder Ionenaustauscher handeln. Die Fanger-Molekule kon- 
nen kovalent und/oder gerichtet an die Elektroden gebunden 
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sein. Der Vorteil der kovalenten Bindung besteht darin, dass 
die Fanger-Molekule nicht von den Elektroden abdif fundi er en 
konnen. Bei den mit der erf indungsgernafeen Vorrichtung mogli- 
chen sehr kleinen Abstanden zwischen den Elektroden kann be- 
reits eine geringe Abdif fusion von Fanger-Molekiilen zu einer 
Stoning einer Nachweisreaktion fizhren. Unter einer gerichte- 
ten Bindung ist zu verstehen, dass die Fanger-Molekule je- 
weils mit einer bestimmten Stelle des Fanger-Molekiils, z.B. 
mit einem Ende des Molekiils, an die Elektroden gebunden isind. 
jt^tt Dadurch kann gewahrleistet werden, dass die fur das Binden 

des Analyten verantwortliche Stelle der Fanger-Molekule durch 
deren Bindung an die Elektroden nicht beeinflusst wird. Die 
Fanger-Molekule konnen, zumindest teilweise, uber.eine, ins- 
besondere elektrochemisch weit gehend inerte, Zwischenschicht 
15 an die Elektroden gebunden sein. Diese Zwischenschicht kann 
aus Silan gebildet sein. 

Bei einer bevorzugten Ausgestaltung umfasst die Beschichtung 
mindestens eineri semipermeablen Uberzug der Elektroden. Die 
20 semipermeablen Uberzuge konnen jeweils eine unterschiedliche 
Durchlassigkeit aufweisen, so dass die Uberzuge verschiedener 
Elektroden unterschiedlich durchlassig sein konnen. Die Uber- 
zuge konnen selektiv fur Molektile bis zu einer bestimmten 
GroSe durchlassig sein. Es kann sich dabei urn eine polymere 
25 Matrix mit Molekularsieb-Wirkung handeln. Dadurch ist es mog- 
lich/ nur kleine Molektile, . welche z.B. durch einen spezifi- 
schen Abbau eines Analyten entstehen, zu den Elektroden 
durchdringen zu lassen, so dass spezifisch nur diese nachge- 
wiesen werden. Eine solche erf ihdungsgemafie Vorrichtung kann 
.3 0 bei einer Prozesssteuerung zur Verfolgung von in einem Reak- 
tor stattf indenden Umsetzungen eingesetzt werden. 
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Die elektrischen Leiter konnen in Durchbriichen der Platte an- 
geordnet sein, welche sich von der zweiten Seite der Platte 
her, insbesondere konisch, zur ersten Seite hin verjxingen. 
Dabei kann der elektrische Leiter nur am verjiingten Abschnitt 
der durch die sich verjiingende Form des Durchbruchs gebilde- 
ten Ausnehmung angeordnet sein. Er kann aber auch frei in die 
Ausnehmung hinein ragen. Die sich verjiingende Form der Aus- 
nehmung erleichtert die elektrische Kontaktierung von der 
zweiten Seite her, weil ein zur Kontaktierung in Richtung der 
Elektrode gefuhrter Leiter auch dann an die Elektrode heran- 
gefiihrt wird, wenn er zunachst nur in die Ausnehmung trifft.* 

Die Platte kann auf dem Boden einer Mikrof luidkammer angeord- 
net sein oder den Boderi einer Mikrof luidkammer bilden. Die 
erf indungsgemaSe Vorrichtung ist wegen der Moglichkeit der 
besonders ebenen Ausftihrung und der damit einher gehenden gu- 
ten Abdichtbarkeit dazu gut geeignet. 

Bei der Vorrichtung kann es sich auch urn einen Chip handeln. 
Darunter wird hier eine nicht notwendigeirweise aus Halblei- 
termaterial bestehende kleine Platte mit elektronischen Mi- 
krostrukturen verstanden. 

Die Platte kann mehr als 10, vorzugsweise mehr als 100, be- 
sonders bevorzugt mehr als 1000, insbesondere mehr als 10000, 
Elektroden pro cm 2 aufweisen. Die Elektroden konnen zumindest 
teilweise aus Partikeln gebildet sein. Die Partikel konnen 
mit Analyt-spezif ischer Beschichtung versehen sein oder Ana- 
lyt-spezif ische Molekiile enthalten. 

Weiterhin konnen die Elektroden, zumindest teilweise, aus ei- 
nem nichtmetallischen Leiter, insbesondere Kohl ens toff, ge- 
bildet sein. Kohl ens toff enthaltende Elektroden sind beson- 
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ders gut zum Nachweis von Biomolekulen geeignet. Bei den 
Elektroden kann es sich, zumindest teilweise, um Pencil-, 
Glassy-Carbon-, Kohlenstof f f asern enthaltende, Kohlenstoff- 
Paste- oder Kunststof f -Komposit-Elekroden, vorzugsweise Gra- 
fit enthaltende Polycarbonat-Elektroden, handeln. 

Bevorzugt umfassen die Elektroden mindestens eine Referen z- 
und mindestens eine Gegenelektrode sowie einer Vielzahl an 
Arbeitselektroden. Die . Elektroden sind -dabei elektrisch mit 
einem Potentiostaten zur Erzeugung eines vorgegebenen Span- 
nungsverlaufs zwischen den Arbeitselektroden und der Referen- 
zelektrode verbunden, wobei jeder der Arbeitselektroden ein 
Strom-Spannungskonverter nachgeschaltet ist. Die Strom- 
Spannungskonverter halten dabei samtliche Arbeitselektroden 
auf demselben Potential. Weiterhin ist ein Mittel zum Messen 
der durch die Arbeitselektroden fliefienden Strome vorhanden. 
Dabei ist lediglich ein einziger Potentiostat zur Erzeugung 
eines an samtliche Arbeitselektroden gleichzeitig angelegten 
identischen vorgegebenen Spannungsverlauf s erf orderlich . In- 
dent samtliche Arbeitselektroden auf demselben Potential ge- 
halten werden, ist es beispielsweise moglich, die durch die 
Arbeitselektroden flieSenden Strome parallel zu messen. Dazu 
kann jededer Arbeitselektroden uber einen Stromfolger zur 
individuellen- Auswertung der Signale virtuell an der Schal- 
tungsmasse anliegen. 

Die Erfindung betrif ft daruber hinaus ein Verfahren zur Her- 
stellung einer Vorrichtung zur Detektion eines Analyten in 
einer Fltissigkeit mit folgenden Schritten: 

a) Herstellen eines Verbunds von im Wesentlichen parallel 

angeordnetem langlichem Elektrodenmaterial und das Elek- 
trodenmaterial umgebendem Isoliermaterial und 
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b) Trennen des Verbundes im Wesent lichen senkrecht zur 
Langsrichtung des Elektrodenmaterials. 

Das Trennen kann dabei durch Schneiden, Sagen oder mittels 
einer Trennscheibe erfolgen. Daruber hinaus kann das Isolier- 
material als Stapel von Platten vorliegen, welcher nach dem 
Einfuhren oder Einfiillen eines, insbesondere pastosen, Elek- 
trodenmaterials auseinander genommen wird. 

Der Verbund wird vorzugsweise hergestellt mittels UmgieSen 
eines festen Elektrodenmaterials mit einem aushartenden Iso- 
liermaterial . Bei dem -festen Elektrodenmaterial kann es sich 
beispielsweise urn mehrere parallel angeordnete Bleistif tminen 
handeln, die mit Epoxydharz umgossen werden. Weiterhin kann 
der Verbund hergestellt werden durch Einfuhren eines festen 
Elektrodenmaterials in im Wesentlichen parallele Ausnehmungen 
oder Durchbruche eines festen Isoliermaterials oder in ein 
plastisch verformbares Isoliermaterial. Das plastisch ver- 
formbare Isoliermaterial kann sich der Form des Elektrodenma- 
terials beim Einfuhren anpassen und/oder daran nach dem Ein- 
fuhren durch Zusammenpressen angepasst werden. Dadurch ist 
ein f liissigkeitsdichter Abschluss gewShrleistet . 

Weiterhin kann der Verbund hergestellt werden mittels Einful- 
len von pastosem oder flussigem, insbesondere aushartendem, 
Elektrodenmaterial in im Wesentlichen parallele Ausnehmungen 
oder Durchbruche eines. festen einstuckigen, insbesondere 
durch ein Spritzguss-Verf ahren hergestellten, Isoliermateri- 
als oder eines gestapelten plattenf ormigen Isoliermaterials 
mit sich deckend angeordneten Durchbriichen . Die Durchbriiche 
sind dabei so angeordnet, dass Elektrodenmaterial, welches 
auf einer Seite des gestapelten Isoliermaterials eingefiillt 
wird, alle Durchbriiche fullt. Das Elektrodenmaterial kann in 
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die Durchbriiche z.B. durch Extrusion hineingepresst werden. 
Das dazu verwendete Verfahren kann ein aus der Herstellung 
von Bleistif tminen bekanntes Verfahren sein. 

Der Verbund kann auch hergestellt werden durch Verbinden von 
Elektrodenmaterial, welches eine aus Isoliermaterial beste- 
hende Ummantelung aufweist, insbesondere durch Verschmelzen, 
Vergiefien oder Verkleben der Ummantelung. Das Verschmelzen 
kann durch Erhitzen oder chemisch erfolgen. 

Ferner kann der Verbund hergestellt werden mittels Extrudie- 
ren eines Verbunds aus von Isoliermaterial umgebenem Elektro- 
denmaterial. Dabei ist sowohl <ias leitfahige Elektrodenmate- 
rial als auch das Isoliermaterial plastisch so verformbar, 
dass beide Materialien gemeinsam als Verbund extrudiert wer- 
den konnen. Das ermoglicht eine sehr kostengiinstige Herstel- 
lung , 

Weiterhin betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstel- 
lung einer Vorrichtung zur Detektion eines Analyten in einer 
Flussigkeit mit folgenden Schritten: 

a) Bereitstellen einer elektrisch nichtleitenden Platte mit 
Durchbriichen, 

b) Aufbringen eines past 6s en,, insbesondere a ushar ten den , 

Elektrodenmaterials auf eine erste Seite der Platte, 

.* 

c) Hineindrucken des Elektrodenmaterials in die Durchbriiche 



und 



d) 



En t fern en des zwischen den Durchbruchen vorhandenen 
Elektrodenmaterials so weit dieses Elektrodenmaterial 
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das in den Durchbruchen vorhandene Elektrodenmaterial 
elektrisch leitend verbindet. 

Das Ausharten kann z.B. durch Polymerisieren oder durch Ab- 
kiihlen erfolgen. Schritt lit. c kann gleichzeitig mit dem 
Aufbringen gemaS Schritt lit. b oder danach durchgefuhrt wer- 
den. Das Verfahren kann in der Art eines Siebdruckverf ahren 
durchgefuhrt werden, wobei statt der Farbe das Elektrodenma- 
terial aufgebracht wird. Vor dem Schritt lit. b kann auf die 
erste Seite der Platte eine Lochmaske mit den Durchbruchen, 
zumindest teilweise, entsprechenden Lochern so aufgelegt wer- 
den, dass sich die Locher mit den Durchbrtichen der Platte, 
zumindest teilweise, decken. Beim Schritt lit. b wird dann 
das Elektrodenmaterial auf die Lochmaske statt auf die Platte 
aufgebracht .und beim Schritt lit. c in die Durchbruche hinein 
gedruckt. Lit. d kann dann durchgefuhrt werden, indem die 
Lochmaske von der Platte abgenommen wird. Das Verfahren hat 
den Vorteil, dass Schritt lit. d deutlich vereinfacht wird 
und es eine groSere Elektrodenoberf lache ermoglicht, weil die 
Elektroden auf der ersten Seite der Platte, bedingt durch die 
Hohe der Lochmaske, erhaben sind. Indem bei derselben Platte 
durch die Lochmaske bei wiederholt durchgefuhrt en Schritten 
lit. b bis lit. d verschiedene Durchbruche abgedeckt und of- 
fen gelassen werden, kann in die Durchbruche ^unterschiedli- 
ches Elektrodenmaterial hineingedriickt werden. Insbesondere 
kann das Elektrodenmaterial unterschiedliche Analyt- 

spezifische Molekule aufweisen. 

. .• 

Auf das Elektrodenmaterial kann eine, insbesondere Analyt- 
spezifische, Beschichtung aufgebracht werden: Es konnen auch 
Analyt-spezifische Molekule in das Elektrodenmaterial einge- 
bracht werden. Beide Vorgange konnen vor, nach oder wahrend 
jedem der genannten Schritte durchgefuhrt werden. Elektroden- 
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material im Sinne der Erfindung umfasst sowohl das zur Her- 
stellung der Elektroden dienende Material als auch die daraus 
gebildeten Elektroden. Als Beschichtung Oder Analyt-spezif i- 
sche Molekule konnen, insbesondere elektrochemisch inerte, 
5 Fanger-Molekiile aufgebracht oder in das Elektrodenmaterial 

eingebracht werden. Auf die Elektroden bzw. das Elektrodenma- 
terial kormen jeweils unterschiedliche Beschichtungen aufge- 
bracht werden. In das Elektrodenmaterial konnen jeweils un- 
terschiedliche Analyt-spezif ische Molekule eingebracht wer- 
""^^0 den. Als Fanger-Molekiile konnen insbesondere einzelstrangige, 
■ m Nukleinsauren, Nukleinsaure-Analoga, Liganden, Haptene, Pep- 
tide, Proteine, Zucker, Lipide oder Ionenaustauscher verwen- 
det werden. Die Fanger-Molekiile konnen kovalent und/oder ge- 
richtet .an das Elektrodenmaterial gebunden oder auf ' dem Elek- 
15 trodenmaterial synthetisiert oder elektrochemisch abgeschie- 
den werden. Bevorzugt werden die Fanger-Molekiile, zumindest 
teilweise, tiber eine, insbesondere elektrochemisch weit ge- 
hend inerte, Zwischenschicht an das Elektrodenmaterial gebun- 
den oder auf der Zwischenschicht synthetisiert. Vorzugsweise 
20 wird die Zwischenschicht aus Silan gebildet. Das Elektroden- 
material kann mit mindestens einem semipermeablen Uberzug be- 
schichtet werden. Das kann auch zusatzlich zur Beschichtung 
mit Fanger-Molekiilen erfolgen. Das Elektrodenmaterial bzw. 
die Elektroden konnen jeweils mit unterschiedlich durchlassi- 
2 5 gen semipermeablen Uberziigen beschichtet werden. Jede aus dem 
Elektrodenmaterial gebildete Elektrode kann einen anderen 
Uberzug aufweisen. 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zum elektri- 
30 schen Kontaktieren einer erf indungsgemaSen Vorrichtung, wobei 
eine Mehrzahl einzeln ableitbarer elektrischer Leiter mit der 
zweiten Seite der Platte der Vorrichtung so in Kontakt ge- 
bracht werden, dass die Leiter dabei, zumindest teilweise, 
die Elektroden derart kontaktieren, dass die Elektroden ein- 
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_zeln elektrisch ableitbar sind. Bevorzugt sind die Leiter 
einfederbar gelagert und werden mit der zweiten Seite der 
Platte so in Kontakt gebracht, dass sie dabei Einfedern. Dazu 
kann z.B. eine Kontaktplatte mit Federstiften dienen. Das 
5 elektrische Kontaktieren kann auch uber einen Elastomer-Ver- 
binder, insbesondere einen ZEBRA®-Elastomer-Verbinder , erfol- 
gen. Elastomer-Verbinder bestehen aus sich abwechselnden 
Schichten von elektrisch leitendem und elektrisch nicht lei- 
tendem Elastomer, insbesondere Silikon^Elastomer . Die Elasto- 
mer-Verbinder konnen flachig ausgebildet sein, wobei die 
I I Schichten senkrecht zu einer Oberflache verlaufen. Die elek- 
trisch leitende Schicht ist mit leitfahigen Partikeln, z.B. 
aus Silber, Gold oder Kohlenstoff, versetzt. ZEBRA®-Elasto- 
mer-Verbinder werden von der Firma Fujipoly America Corpora- 
15 tion, 900 Milik Street P.O. Box 119, Carteret, NJ 07008, USA 
vertrieben. Durch Anlegen des ZEBRA®-Elastomer-Verbinders an 
der zweiten Seite der Platte und Austiben eines leichten 
Drucks auf die Kontaktf lache zwischen der Platte und dem ZE- 
BRA®-Elastomer-Verbinder kommen die Elektroden mit den leit- 
20 fahigen Schichten in Kontakt. Die elektrische Ableitung der ■ 
Elektroden kann durch die Kontaktierung der leitfahigen 
Schichten mit einer elektrischen Auswerteeinheit erfolgen. 

Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung einer erfin- 
25 dungsgemaSen Vorrichtung zum Nachweis mindestens eines Analy- 
ten in einer Flussigkeit, wobei die Flussigkeit mit Elektro- 
den auf der ersten Seite der Platte der Vorrichtung in Kon- 
takt gebracht wird und die Elektroden von deren zweiter Seite 
her elektrisch kontaktiert werden. Die Flussigkeit wird dabei 
3 0 vorzugsweise iinter Bedingungen mit den Elektroden in Kontakt 
gebracht, unter denen der Analyt oder eine infolge der Anwe- 
senheit des Analyten gebildete Substanz, z.B. ein Abbaupro- 
dukt des Analyten, an an den Elektroden vorhandene Fanger- 
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Molekiile bindet. Der an die Fanger-Molekule gebundene Analyt 
Oder die Substanz kann elektrisch, z.B. durch Leitf ahigkeits- 
messung, elektrochemisch oder optisch nachgewiesen werden. 
Beim elektrochemischen Nachweis ist es vorteilhaft, wenn ein 
direkter Kontakt des Analyten oder der Substanz mit der Elek- 
trode ermoglicht wird. Beim optischen Nachweis kann ein opti- 
sches Signal, wie z.B. Fluoreszenz, an den Elektroden gemes- 
sen werden. Die Identif izierung des Analyten oder der Sub- 
stanz erfolgt dabei beispielsweise dadurch, dass diejenige 
Elektrode durch optische Detektion identif iziert wird, an 
welche ein f luoreszierender Analyt oder eine f luoreszierende 
Substanz spezifisch tiber die Fanger-Molekule gebunden ist. 
Dadurch, dass die Elektrode einem spezifischen Fanger-Molekul 
zugeordnet werden kann, kann der Analyt oder die Substanz 
identif iziert werden. Die Elektroden dienen bei diesem Nach- 
weisverfahren der elektrischen Anziehung und/oder Abstossung 
von geladenen Analyten oder Substanzen. Durch das Anlegen ei- 
nes entsprechenden Potentials an eine Elektrode konnen die 
geladenen Analyten oder die geladenen Substanzen elektrisch 
in den Bereich der Fanger-Molekiile transportiert werden. 
Durch eine erhohte Konzentration der Analyten oder Substanzen 
im Bereich der Fanger-Molekiile kann die Bindung der Analyten 
oder Substanzen daran beschleunigt werden. Nicht oder schwach 
und unspezifisch gebundene Analyten oder Substanzen konnen 
durch das Anlegen eines abstoSenden Potentials an die Elek- 
trode davon entfernt werden. Dabei ist es vorteilhaft, wenn 
die Fanger-Molekule uber eine Analyt- oder Substanz - 
undurchlassige Zwischenschicht an den Elektroden immobili- 
siert sind. Dadurch wird verhindert, dass der Analyt oder die 
Substanz bei einem direkten Kontakt mit der Elektrode elek- 
trochemisch umgesetzt wird. Dies ermoglicht das Anlegen von 
hohen Potentialen fur einen schnellen Transport der Analyten 
oder der Substanzen zu den FSnger-Molekulen. 
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Die Elektroden konnen mit einem semipermeablen Uberzug be- 
schichtet sein. Dadurch kann es ermoglicht werden, dass se- 
lektiv nur die Analyten, Abbauprodukte der Analyten oder die 
Substanzen elektrisch, elektrochemisch oder optisch nachge- 
wiesen werden, welche den Uberzug durchdringen . Vorzugsweise 
sind die Elektroden jeweils mit unterschiedlich durchlassigen 
semipermeablen Uberzugen beschichtet. 

^^^) Der Analyt kann ein Biomolekul, insbesondere eine Nukleinsau- 
re, ein Protein, ein Antigen) ein Zucker, ein Lipid, eine 
Zelle oder ein Virus, sein. Er kann eine Markierungssubstanz 
aufweisen. Bei der Markierungssubstanz • kann es sich z.B. um 
ein Enzym oder um eine redoxaktive Markierung handeln. Bei 
15 der Verwendung der Vorrichtung kann eine Redox-Reaktion oder 
eine katalytische Wasserstof f -Entwicklung elektrochemisch de- 
tektiert werden. Das elektrochemische Detektieren kann mit- 
tels Dif f erenzieller Puls-Voltammetrie (DPV) , Chronopotentio- 
metrischer Stripping-Analyse (CPSA) oder des Nachweises einer 
2 0 Widerstands- oder Impedanzanderung erfolgen. 

Das elektrochemische Detektieren kann *f olgende Schritte um- 
fassen: 

25 a) Bereitstellen einer erf indungsgemaSen Vorrichtung, 

wobei die Vorrichtung mindestens eine Gegen- und eine Re- 
f erenzelektrode sowie eine Vielzahl von Arbeitselektroden 
aufweist, 

.30 b) Inkontaktbringen der Fliissigkeit mit den Arbeits-, 

Gegen- und Referenzelektroden, 
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c) gleichzeitiges Anlegen eines vorgegebenen Span- 
nungsverlauf s zwischen den Arbeitselektroden und der Re- 
f erenzelektrode und 

d) Messen der durch die Arbeitselektroden f lieSenden 
Strome, wobei wahrend der Messung samtliche Arbeitselek- 
troden auf demselben Potential gehalten werden. 

Zum elektrochemischen Detektieren wird • vorzugsweise ein Po- 
j^^^ tentialintervall zur Messung gewahlt, in welchem im Wesentli- 
chen nur der Analyt oder die Substanz ein Signal verursacht. 



Bevorzugt werden die, insbesondere Kohlenstoff enthaltenden, 
Elektroden vor dem NacKweisen des Analyten mit einem Deter- 
15 genz behandelt. Das kann bevor oder wahrend die den Analyten 
enthaltende Flussigkeit mit den Elektroden in Kbntakt steht 
erfolgen. Die Behandlung mit Detergenz kann eine elektroche- 
mische Konditionierung ersetzen. Sie ist einfacher, schneller 
und kostengunstiger als eine elektrochemische Konditionie- 
20- rung. Die Elektroden konnen in einer Detergenz enthaltenden 

Flussigkeit aufbewahrt und darin z.B. vertrieben werden. Vor- 
zugsweise ist das Detergenz ein ionisches Detergenz. Gunsti- 
gerweise liegt das Detergenz in einer Konzentration von 0,1 % 
bis 10 % vor.- Bevorzugt weist das Detergenz in Wasser eine 
25 kritische mizellare Konzentration unter 10 mmol/1, insbeson- 
dere unter 5 mmol/1, vorzugsweise unter 3 mmol/1, auf. Das 
Detergenz kann Natriumdodezylsulf at sein. 

.♦ 

Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung werden anhand der Zeich- 
.30 nung naher erlautert. Hierin zeigen: 
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Fig, la-e eine schema tische Darstellung eines Verfahrens 
zur . Herstellung der erf indungsgemafien Vorrich- 
tung, 

Fig. 2a-b eine schematische Darstellung eines Verfahrens 
zur Herstellung einer erf indungsgemaSen Vorrich 
tung mittels Durchtrennen eines Verbunds aus 
Elektrodenmaterial und Isoliermaterial, 

Fig. 3a-d eine schematische Darstellung eines Verfahrens 
zum Herstellen eines Verbunds aus parallel ange 
ordnetem langlichem Elektrodenmaterial und Iso- 
liermaterial, 

Fig. 4a-d t eine schematische Darstellung eines Verfahrens 
zur Herstellung einer erf indungsgemaSen Vorrich 
tung zur Detektion mittels Extrusion und Durch- 
trennen eines dadurch hergestellten Verbunds, 

Fig. 5 a-c eine Grundplatte zur Herstellung einer Vorrich- 
tung zur Detektion, 

Fig. 6 a-d eine schematische Darstellung eines siebdruckar 
tigen Verfahrens zur Herstellung einer erfin- 
dungsgemaSen Vorrichtung, 

Fig. 7a-b eine schematische Darstellung eines Verfahrens 
und einer Vorrichtung zum elektrischen Kontak- 
tieren der erf indungsgemaSen Vorrichtung zur De 
tektion, 

Fig. 8a-b eine schematische Darstellung eines Verfahrens 
zur Herstellung eines Chips mit 4x4 Elektroden, 
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Fig. 9 eine Abbildung des Chips, 

Fig. 10 das Ergebnis zweier parallel mit dem Chip durch- 

gefuhrter DPV-Messungen von Heringssperma-DNA 
und 

Fig. lla-c eine schematische Darstellung einer Mikrofluid- 
kammer mit der erf indungsgemafien Vorrichtung zur 
Detektion.- 

Fig. la zeigt einen plastisch verf ormbaren elektrisch isolie- 
renden Grundkorper 10 mit einer ersten .Seite 12 und einer 
zweiten Seite 14. Fig. lb. zeigt vier aus Bleistif tminen ge- 
bildete Elektroden 15. In Fig. lc ist der Grundkorper 10 mit 
darin durch mechanischen Druck eingefiihrten Elektroden 15 
dargestellt. Das Einfiihren der Elektroden erfolgt dabei der- 
art, dass jede Elektrode auf der ersten Seite 12 und der 
zweiten Seite 14 herausragt . Nach dem Einfiihren der Elektro- 
den 15 kann der Grundkorper 10 ausgehartet werden. Fig. Id 
zeigt die entstandene Vorrichtung zur Detektion 17 in der 
Aufsicht, Fig. le in der Seitenansicht". Die Vorrichtung 17 
kann, wie in Fig. 2a dargestellt, senkrecht entlang der Lini- 
en 16 mehrfac-h durchtrennt und dadurch in die in Fig. 2b dar- 
gestellten scheibenf ormigen erf indungsgemaSen Vorrichtungen 
17 zerlegt werden. Jede der Elektroden 15 besitzt dabei Kon- 
takt zur jeweiligen Ober- und Unter seite der Scheiben. 

; 

Eine Elektrode 15 mit einer aus Isoliermaterial bestehenden 
Ummantelung 18 ist in Fig.. 3a im Querschnitt und in Fig. 3b 
in der Aufsicht dargestellt. Fig. 3c und Fig. 3d zeigen einen 
durch Verbinden der Ummantelungen 18 entst-andenen Verbund 
solcher Elektroden im Querschnitt und in der Aufsicht. Die 
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Pfeile 20 zeigen Positionen an, an denen der Verbund durch- 
trennt werden kann, um daraus scheibenf ormige erf indungsgema- 
Se Vorrichtungen 17 herzustellen. 

Fig, 4a zeigt einen elektrisch isolierenden Grundkorper 10 
mit vier parallelen ersten Durchbruchen 22 . Der Grundkorper 
10 kann beispielsweise aus einem Kunststoff bestehen und 
durch ein Spritzguss-Verf ahren hergestellt sein. In die. er- 
st en Durchbruche 22 des Grundkorper s 10 kann eine Masse aus 
einem elektrisch leitfahigen Elektrodenmaterial 15 einge- 
presst werden. Das kann beispielsweise durch ein Extrusions- 
verfahren erfolgen, wie es ublicherweise zur Herstellung von 
Bleistif tminen verwendet wird.Bei dem Elektrodenmaterial 15 
kann es sich um ein Material zur Herstellung von Bleistif tmi- 
nen handeln. Der Grundkorper 10 kann, auch schon vor einer 
Aushartung des Elektrodenmaterial s 15, an den durch die Pfei- 
le 20 angedeuteten Stellen senkrecht zu den mit Elektrodenma- 
terial 15 verfullten ersten Durchbruchen 22 durchtrennt wer- 
den. Dadurch entstehen die in Fig. 4c perspektivisch und in 
Fig. 4d in der Aufsicht dargestellten scheibenf ormigen erfin- 
dungsgemafien Vorrichtungen 17 . Alternativ zu dem mechanischen 
Durchtrennen des Verbunds aus Elektrodenmaterial 15 und 
Grundkorper 10 kann ein Stapel scheibenf ormiger Grundkorper 
10 mit ersten- Durchbruchen so iibereinander gestapelt werden, 
dass sich die ersten Durchbruche 22 decken. Beim Einfullen 
des Elektrodenmaterial s 15 an einem Ende des Stapels werden 
dann samtliche der ersten Durchbruche 22 der scheibenf ormigen 
Grundkorper 10 gefullt. Danach kann der Stapel noch vor einem 
Ausharten des Elektrodenmaterials auseinandergenommen werden. 

Fig. 5c zeigt einen plattenf ormigen Grundkorper 10 mit einer 
ersten Seite .12 und einer zweiten Seite 14 im Querschnitt. 
Fig. 5b zeigt diesen Grundkorper 10 in der Aufsicht von der 
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zweiten Seite 14 und Fig. 5a in der Aufsicht von der ersten 
Seite 12. Der Grundkorper 10 weist konische sich von der er- 
sten Seite 12 zu der zweiten Seite 14 erweiternde Durchbruche 
22 auf . In Fig. 6a ist der plattenf ormige Grundkorper 10 auf 
der ersten Seite 12 mit einer Lochmaske 24 belegt, welche L6- 
cher 2 6 auf weist, die sich mit den Durchbruchen 22 auf der 
ersten Seite 12 decken. Fig. 6b zeigt auf die Lochmaske 24 
aufgebrachtes elektrisch leitfahiges pastoses Elektrodenmate- 
rial 15. Fig. 6c zeigt das Elektrodenmaterial 15 nachdem es 
in einem siebdruckartigen Verfahren in die Locher 26 und die 
Durchbruche 22 hinein gepresst worden ist. In Fig. 6d ist die 
erf indungsgemafie Vorrichtung 17 nach Entfernen der Lochmaske 
24 dargestellt. 



15 Fig. 7a und, 7b zeigen eine Vorrichtung zum elektrischen Kon- 
taktieren 3 6 einer Vorrichtung zur Detektion 17. Die Vorrich- 
tung zum elektrischen Kontaktieren 3 6 besteht dabei aus einer 
elastischen Matrix 28 aus einem elektrisch isolierenden Mate- 
rial. In dieser Matrix 28 sind parallel elektrisch leitfahige 
2 0 Stifte 30 angeordnet, welche elektrisch mit Kontakten 34 auf 
der Unter seite der Matrix verbunden sind. Die Stifte werden 
durch eine Feder 32 aus der elastischen Matrix herausge- 
druckt. Bevorzugt sind die Stifte 30 an der zur Kontaktierung 
vorgesehenen Seite spitz zulaufend. Das in Fig. 7b darge- 
25 stellte Kontaktieren der Vorrichtung zur Detektion 17 durch 
die Vorrichtung zum elektrischen Kontaktieren 3 6 erfolgt 
durch Aneinanderdriicken der beiden Vorrichtungen 17, 36. Da- 
bei kommen die Stifte 30 mit den Elektroden 15 in Kontakt. 
Die elastische Matrix 28 wird dabei gestaucht. Dadurch konnen 
.3 0 die Stifte 3 0 in die sich zur ersten Seite 12 hin verjiingen- 
den Durchbruche 22 der Vorrichtung 17 zum Detektieren ein- 
dringen und dabei die Elektroden 15 kontaktieren. Durch die 
spitz zulaufende Form der Stifte 30, die sich verjtingenden 
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Durchbruche 22 und die Form der Elektroden 15 wird eine ver- 
grofierte Kontaktf lache der Stifte 30 mit den Elektroden 15 
bereitgestellt . 

Eine Anordnung von Verschalimgen 39 und einer Elektrodenhal- 
terung 40 zum UmgieSen der Elektroden 15 mit einem isolieren- 
den Material, wie beispielsweise Epoxydharz, ist in Fig. 8a 
vor und in Fig. 8b nach dem Zusammenbau schematisch darge- 
stellt. Eine der Verschalimgen 39 weist eine Offnung 41 zum 
Einfullen des isolierenden Materials auf . Der durch die Poly- 
merisation des Isoliermaterials entstehende Verbund aus Elek- 
troden und Isoliermaterial kann durchtrennt werden, so dass 
. scheibenf ormige Vorrichtungen 17 zur Detektion als Chips mit 
4x4 Elektroden entstehen. Eine solche Vorrichtung 17 ist in 
Fig. 9 gezeigt. Dabei di enen Bleistif tminen als Elektrodenma- 
terial. Die Elektroden eines der Chips sind elektrochemisch 
fur 1 min mit 1,2 V in 0,1 M Natriumacetat-Puf f er , pH 4,6 
behandelt bzw. konditioniert worden. Die Elektroden eines 
anderen der Chips sind fur 1 min mit 10% SDS behandelt wor- 
den. Zur Silanisierung der Elektroden wurden die Chips fur 1 
h bei Raumtemperatur unter leichtem - Schiitteln in einer Losung 
aus 1% (v/v) 3- (Glycidyloxypropyl) -trimethoxysilan (Fa. Flu- 
ka) , 1% (v/v) entionisiertem Wasser (Fa. Millipore) und 98% 
(v/v) Ethanol (Fa. Merck) inkubiert. AnschlieSend wurden sie 
fur 30 min bei 80 °C getrocknet. 

Das Oligonukleotids TNF2 mit der Sequenz 5* cct ice cca ate 
cct tta tt 3* - Aminolink (SEQ ID NO: 1 - Aminolink) , wobei i 
einen Inosin-Rest darstellt, wurde als Fanger-Molekul an die 
silanisierten Elektroden gekoppelt. Bei dem Oligonukleotid 
handelt es sich urn eine mit einem Aminolink versehene Sequenz 
aus der c-DNA des humanen Tumor Nekrose Faktor a-Gens . Zur 
Kopplung wurde je ein Tropfen einer 150 pmol/ml Oligonukle- 
otid in 0,1 M Na 2 C0 3/ . pH 9,5 enthaltenden Losung auf jede der 
Elektroden der Chips gesetzt. Die Chips wurden dann fur eine 
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Stunde bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. 
Dabei gehen die freien Aminogruppen der Oligonukleotide mit 
dem Silan eine kovalente Bindung ein. Zur Abtrennung nicht 
kovalent gebundener Oligonukleotide wurden die Chips fur eine 
Stunde in 2 ml 10% SDS bei RT inkubiert. Zur Absattigung noch 
vorhandener Bindungsstellen wurden die Chips eine. Stunde bei 
RT in 1% Rinder -Serum- Albumin (BSA) Oder Ethanolamin in 
Phosphat-gepuf f erter-Saline (PBS) inkubiert . 

Um den Einfluss einer Elektrodenbehandlung auf die Sensitivi- 
tat und Reproduzierbarkeit der elektrochemischen Nukleinsau- 
redetektion zu untersuchen, sind die Chips in einer Losung 
von 10 nmol/ml der komplementaren Nukleinsaure" TNF2k (SEQ ID 
NO: 2) in Detergenz -halt igem Hybridisierungs-Puf f er (Fa. Ro- 
che) inkubiert und die gebundene Nukleinsaure TNF2k mittels 
DPV bestimmt worden. Jeweils zehn Messungen wurden. mit den 
elektrochemisch bzw. mit Detergenz behandelten Elektroden 
durchgef iihrt . Die Detergenz -Behandlung fiihrte zu einer Sensi- 
tivitatssteigerung von mehr als 10% gegenuber der elektroche- 
mischen Behandlung. Weiterhin war die Reproduzierbarkeit der 
Messungen mit Detergenz-behandelten Elektroden verbessert. 
Die Standardabwei Chung der Messungen Detergenz-behandelter 
Elektroden war um Faktor 3 geringer als bei einer elektroche- 
mischen Behandlung. 

Fig, 10 zeigt zwei Voltammogramme, welche mittels parallel 
mit der in Fig. 9 gezeigten Vorrichtung 17 durchgef tihrten 
DPV-Messungen von Heringssperma-DNA ermittelt worden sind. 
Dazu wurde das Elektrodenmaterial der Vorrichtung 17 von des- 
sen zweiter Seite mittels Federkontaktstif ten mit einer elek- 
tronischen Auswerteeinheit verbunden. Eine der Elektroden ist 
als Ref erenzelektrode geschaltet worden. Auf die erst'e Seite 
der Vorrichtung wurden 100 p.1 einer 2 /xg/Ml Heringssperma- 
DNA- Losung in TE-Puffer (10 mM TrisCl, 1 mM EDTA, pH 8) auf- 
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gebracht und fur 10 itiin inkubiert. Die DNA wurde parallel an 
mehreren Elektroden mittels DPV anhand der Oxidation von Gua- 
nin und Adenin nachgewiesen. Dabei sind in ihrer Position 
deckungsgleiche signifikante Guanin- und Adenin-Oxidations- 
Peaks gemessen worden. 

Fig. 11a zeigt schematisch eine Aufsicht auf eine zusammenge- 
setzte Mikrof luidkammer 42 mit einer Vielzahl von Elektroden 
15 und der Ausnehmung 46 fur den Flussigkeitsdurchtritt . Fig. 
lib zeigt eine Aufsicht auf den Oberteil 44 der Mikrofluid- 
kammer 42 und Fig. 11c auf den durch die erf indungsgemaSe 
Vorrichtung 17 gebildeten Unterteil dieser Kammer. 
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Patentanspriiche 

1. Vorrichtung (17) zur Detektion eines Analyten in einer 
Flussigkeit mit auf einer ersten Seite (12) einer elek- 
trisch nicht leitenden unci fur die Flussigkeit undurch- 
lassigen Platte (10) angeordneten voneinander. isolierten 
Elektroden (15), wobei die Elektroden (15) zumindest 
teilweise eine Analyt-spezif ische Beschichtung oder Ana- 
lyt-spezif ische Molekule aufweisen.und \iber die Platte 
(10) durchspannende elektrische Leiter von einer zweiten 
Seite (14) der Platte her elektrisch kontaktierbar oder 
elektrisch kontaktiert sind. 

2. Vorrichtung (17) nach Anspruch 1, wobei die elektrischen 
Leiter zusammen mit den Elektroden (15) einstiickig ausge- 
bildet sind. 

3. Vorrichtung (17) nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
wobei die Beschichtung oder die Analyt-spezif ischen Mole- 
kule an den Elektroden (15) jeweils unterschiedlich 
ist/sind. 

4. Vorrichtung (17) nach einem der vorhergehenden Anspruche, ■ 
wobei die Beschichtung oder die Analyt-spezif ischen Mole- 
kule, insbesondere elektrochemisch inerte, Fanger-Mole- 
kule umfassen, 

5. Vorrichtung (17) nach Anspiruch 4, wobei die Fanger-Mole- 
kiile, insbesondere einzelstrangige, Nukleinsauren, Nu- 
kleinsaure-Analoga, Liganden, Haptene, Peptide, Proteine, 
Zucker, Lipide oder Ionenaustauscher sind. 

6. Vorrichtung (17) nach Anspruch 4 oder 5, wobei die Fan- 
ger-Molekiile kovalent und/oder gerichtet an die Elektro- 
den (15) gebunden sind, 
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7. Vorrichtung (17) nach einem der Anspriiche 4 bis 6, wobei 
die Fanger-Molekiile, zumindest teilweise, iiber eine, ins- 
besondere elektrochemisch weit gehend inerte, Zwischen- 
schicht an die Elektroden (15) gebunden sind. 

8. Vorrichtung (17) nach Anspruch 7, wobei die Zwischen- 
schicht aus Silan gebildet ist. 

9. Vorrichtung (17) nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
wobei die Beschichtung mindestens einen semipermeablen 
Uberzug der Elektroden (15) umfasst. 

10 . Vorrichtung (17) nach Anspruch 9, wobei die semipermea- 
blen Uberziige jeweils eine ' unterschiedliche Durchlassig- 
keit aufweisen. 

11 . Vorrichtung (17) nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
wobei die elektrischen Leiter in Durchbruche (22) der 
Platte (10) angeordnet sind, welche sich von der zweiten 
Seite (14) der Platte (10) her, insbesondere konisch, zur 
ersten Seite (12) hin verjungen. 

12. Vorrichtung (17) nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
wobei die Platte (10) auf dem Boden einer Mikrof luidkam- 
mer (42) angeordnet ist oder den Boden einer Mikrofluid- 
kammer bildet. 

13. Vorrichtung (17) nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
wobei die Platte (10) ein Chip ist. 

14. Vorrichtung (17) nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
wobei die Platte (10) mehr als 10, vorzugsweise mehr als 
100, besonders bevorzugt mehr als 1000, insbesondere mehr 
als 10000, Elektroden pro cm 2 aufweist. 
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15. Vorrichtung (17) nach einem der vorhergehenden Anspruche , 
wobei die Elektroden (15) / zumindest teilweise, aus Par- 
tikeln gebildet sind. 

16. Vorrichtung (17) nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
wobei die Elektroden (15) , zumindest teilweise, aus einem 
nichtmetallischen Leiter, insbesondere Kohlenstoff , ge- 
bildet sind. 

17. Vorrichtung (17) nach Anspruch 16, wobei die Elektroden 
(15), zumindest teilweise., Pencil-, Glassy-Carbon-, Koh- 
lenstoff fasern enthaltende, Kohlenstoff -Paste- oder 
Kunststof f-Composit-Elektroden, vorzugsweise Grafit ent- 
haltende Polycarbonat-Elektroden, sind. 

18. Vorrichtung (17) nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
wobei die Elektroden (15) mindestens eine Referenz- und 
mindestens eine Gegenelektrode sowie einer Vielzahl an 
Arbeits elektroden umfassen und die Elektroden (15) elek- 
trisch mit einem Potentiostaten zur Erzeugung eines vor- 
gegebenen Spannungsverlauf s zwischen den Arbeitselektro- 
den und der Ref erenzelektrode verbunden sind, wobei jeder 
der Arbeitselektroden ein Strom- Spannungskonverter nach- 
geschaltet ist, wobei die Strom- Spannungskonverter samt- 
liche Arbeitselektroden auf demselben Potential halten, 
und weiterhin ein Mittel zum Messen der durch die Arbeit- 
selektroden fliefienden Strome vorhanden ist. 

19. Verfahren* zur Herstellung einer Vorrichtung (17) zur De- 
tektion eines Analyten in einer Fliissigkeit mit folgenden 
Schritten: 

a) Herstellen eines Verbunds von im Wesentlichen par- 
allel angeordnetem langlichem Elektrodenmaterial 
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(15) und das Elektrodenmaterial (15) umgebendem 
Isoliermaterial und 

b) Trennen des Verbunds im We sent lichen senkrecht zur 
Langsrichtung des Elektrodenmaterials (15) . 

20. Verfahren nach Anspruch 19, wobei der Verbund hergestellt 
wird mittels 

a) UmgieSen eines festen Elektrodenmaterials (15) mit 
einem aushartenden . Isoliermaterial , 

b) Einfuhren eines festen Elektrodenmaterials (15) in 
im Wesentlichen parallele Ausnehmungen oder Durch- 
bruche (22) eines festen Isoliermaterials oder in 
ein plastisch verformbares Isoliermaterial, 

c) Einfiillen von pastosem oder flussigem, insbesondere 
aushartendem, Elektrodenmaterial (15) in im Wesent- 
lichen parallele Ausnehmungen oder Durchbruche (22) 
eines festen einstuckigen, insbesondere durch ein 
Spritzguss -Verfahren hergestellten, Isoliermateri- 
als oder eines gestapelten plattenf ormigen Isolier- 
materials mit sich deckend angeordneten Durchbru- 
chen (22), 

d) Verbinden von Elektrodenmaterial (15) , welches eine 
aus Isoliermaterial bestehende Ummantelung (18) 
aufweist, ixisbesondere durch Verschmelzen, Vergie- 
Sen oder Verkleben der Ummantelung (18) oder 

e) Extrudieren eines Verbunds aus von Isoliermaterial 
(18) umgebenem Elektrodenmaterial (15) . 
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21. Verfahren zur Herstellung einer Vorrichtung (17) zur De- 
tektion eines Analyten in einer Flussigkeit mit folgenden 
Schritten: 

a) Bereitstellen einer elektrisch nicht leitenden 
Platte (10) mit Durchbruchen (22), 

b) Aufbringen eines pastosen, insbesondere ausharten- 
den, Elektrodenmaterials (15). auf eine erste Seite 
(12) der Platte (10) , 

c) Hineindrucken des Elektrodenmaterials (15) in die 
Dur chbriiche (22) und 

d) Entfernen des zwischen den Durchbriichen (.22) vor- 
handenen Elektrodenmaterials (15) so weit dieses 
Elektrodenmaterial (15) das in den Durchbruchen 
vorhandene Elektrodenmaterial (15) elektrisch lei- 
tend verbindet. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, wobei vor. Schritt lit. b auf 
die erste Seite (12) der Platte (10) eine Lochmaske (24) 
mit den Durchbruchen (22), zumindest teilweise, entspre- 
chenden Lochern (26) so aufgelegt wird, dass sich die L6- 
cher (26) mit den Durchbruchen (22) der Platte (10), zu- 
mindest teilweise, decken, wobei beim Schritt lit. b das 
Elektrodenmaterial (15) auf die Lochmaske (24) statt auf 
die Platte (10) aufgebracht und beim Schritt lit. c in 
die Durchbriiche (22) hinein gedruckt wird und wobei 
Schritt lit. d durchgefuhrt wird, indem die Lochmaske 
(24) von der Platte (10) abgenommen wird. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 22, wobei auf 
das Elektrodenmaterial (15) eine, insbesondere Analyt- 
spezifische, Beschichtung aufgebracht wird Oder Analyt- 
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spezifische Molekiile in das Elektrodenmaterial (15) ein- 
gebracht werden. 

24. Verfahren nach Anspruch 23 , wobei als Beschichtung oder 
Analyt-spezif ische Molekiile, insbesondere elektrochemisch 
inerte, Fanger-Molekiile aufgebracht oder eingebracht wer- 

,den. 

25. Verfahren nach Anspruch 23 oder 24 , .wobei auf das Elek- 
trodenmaterial (15) jeweils unterschiedliche Beschichtun- 
gen aufgebracht oder in das Elektrodenmaterial (15) je- 
weils unterschiedliche Analyt-spezif ische Molekiile einge- 
bracht werden. 

26. Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, wobei als Fanger-Mo- 
lekule, insbesondere einzelstrangige, Nukleinsauren, Nu- 
kleinsaure-Analoga, Liganden, Haptene, Peptide, Proteine, 
Zucker, Lipide oder Ionenaustauscher verwendet werden. 

27. Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 26, wobei die 
Fanger-Molekiile kovalent und/oder gerichtet an das Elek- 
trodenmaterial (15) gebunden oder auf dem Elektrodenmate- 
rial (15) synthetisiert oder elektrochemisch abgeschieden 
werden . 

28. Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 27, wobei die 
Fanger-Molekiile, zumindest teilweise, iiber eine, insbe- 
sondere elektrochemisch weit gehend inerte, Zwischen- 
schicht an das Elektrodenmaterial (15) gebunden oder auf 
der Zwischenschicht synthetisiert werden. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, wobei die Zwischenschicht aus 
Silan gebildet wird. 
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30. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 29, wobei das 
Elektrodenmaterial (15) mit mindestens einem semipermea- 

■ blen Uberzug beschichtet wird. 

31. Verfahren nach Anspruch 30 , wobei das Elektrodenmaterial 
(15) jeweils mit unterschiedlich durchlassigen semiper- 
meablen Uberzugen beschichtet wird. 

32 . Verfahren zum elektrischen Kontakti,eren einer Vorrichtung 
(17) gemaS einem der Anspruche 1 bis 18 , wobei eine Mehr- 
zahl einzeln ableitbarer elektrischer Leiter (30) mit der 
zweiten Seite (14) der Platte (10) der Vorrichtung (17) 
so in Kontakt gebracht werden, dass die Leiter (30) da- 
bei, zumindest teilweise, die Elektroden (15) so kontak- 
tieren, dass die Elektroden (15) einzeln elektrisch ab- 
leitbar sind. 

33. Verfahren nach Anspruch 32, wobei die Leiter (30) einfe- 
derbar gelagert sind und mit der zweiten Seite (14) der 
Platte (10) so in Kontakt gebracht werden, dass sie dabei 
einfedern. 

34. Verfahren nach Anspruch 32, wobei das elektrische Kontak- 
tieren iiber einen Elastomer-Verbinder, insbes'ondere einen 
ZEBRA®- Elastomer- Verbinder , erf olgt . 

35. Verwendung einer Vorrichtung (17) nach einem der Anspru- 
che 1 bis 18 zum Nachweis. mindestens eines Analyten in 
einer Fliissigkeit, wobei die Flussigkeit mit Elektroden 
(15) auf der ersten Seite (12) der Platte (10) der Vor- 
richtung (17) in Kontakt gebracht wird und die Elektroden 
(15) von deren zweiter Seite (14) her elektrisch kontak- 
tiert werden. 
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36. Verwendung nach Anspruch 35, wobei die Fliissigkeit unter 
Bedingungen mit den Elektroden (15) in Kontakt gebracht 
wird, unter denen der Analyt oder eine infolge der Anwe- 
senheit des Analyten gebildete Substanz an an den Elek- 
troden (15) vorhandene Fanger-Molekiile bindet und der an 
die Fanger-Molekiile gebundene Analyt oder die daran ge- 
bundene Substanz elektrisch, elektrochemisch oder optisch 
nachgewiesen wird. 

37. Verwendung nach Anspruch 35 oder 36, wobei mindestens ei- 
ne Elektrode (15) mit einem semipermeablen Uberzug be- 
schichtet ist und selektiv nur solche Analyten, Abbaupro- 
dukte von Analyten oder Substanzen elektrisch, elektro- 
chemisch oder optisch .nachgewiesen werden, welche den 
Uberzug durchdringen . 

38. Verwendung nach einem der Anspruche 3 5 bis 37, wobei der 
Analyt ein Biomolekul, insbesondere eine Nukleinsaure, 
ein Protein, ein Antigen, ein Zucker, ein Lipid, eine 
Zelle oder ein Virus, ist. 

39. Verwendung nach einem der Anspruche 35 bis 38, wobei der 
Analyt eine Markierungssubstanz aufweist. 

40. Verwendung nach einem der Anspruche 3 5 bis 39, wobei eine 
Redox-Reaktion oder eine katalytische Wasserstof f entwick- 
lung elektrochemisch detektiert wird. 

41. Verwendung nach einem der Anspruche 35 bis 40, wobei das 
elektrochemische Detektieren mittels Dif f erenzieller 
Puls-Voltammetrie (DPV) , Chronopotentiometrischer Strip- 
ping Analyse (CPSA) . oder des Nachweises einer Wider- 
stands- oder Impedanzanderung erfolgt. 

42. Verwendung nach einem der Anspruche 35 bis 41, wobei das 
elektrochemische Detektieren folgende Schritte umfasst: 
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a) Bereitstellen einer Vorrichtung (17) nach einem der 
Anspruche 1 bis 18, wobei die Vorrichtung (17) mindestens 
eine Gegen- und eine Ref erenzelektrode sowie eine Viel- 
zahl von Arbeitselektroden aufweist, 

b) Inkontaktbringen der Fliissigkeit mit den Arbeits-, 
Gegen- und Ref erenzelektroden, 

c) gleichzeitiges Anlegen eines vorgegebenen Span- 
nungsverlaufs zwischen den Arbeitselektroden und der Re- 
f erenzelektrode und 

d) Messen der durch die Arbeitselektroden fliefienden 
Strome, .wobei wahrend der Messung samtliche Arbeitselek- 
troden auf demselben Potential gehalten werden, 

43. Verwendung nach einem der Anspriiche 35 bis 42, wobei zum 
elektrochemischen Detektieren ein Potentialintervall zur 
Messung gewahlt wird, in welchem im Wesentlichen nur der 
Analyt oder die Substanz ein Signal verursacht. 

44. Verwendung nach einem der Anspruche 35 bis 43', wobei die, 
insbesondere Kohlenstoff enthaltenden, Elektroden (15) 
vor dem Nachweisen des Analyten mit einem Detergenz be- 
handelt werden. 

45. Verwendung nach Anspruch 44, .wobei das Detergenz ein io- 
nisches Detergenz ist.' 

46. Verwendung nach Anspruch 44 oder 45, wobei das Detergenz 
in einer Konzentration von 0,1% bis 10% vorliegt. 

47. Verwendung nach einem der Anspruche 44 bis 46, wobei das 
Detergenz in Wasser eine kritische mizellare Konzentrati- 
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on unter 10 mmol/1, insbesondere unter 5 rnmol/1, vorzugs 
weise unter 3 mmol/1, aufweist. 

48. Verwendung nach einem der Anspriiche 44 bis 47, wobei das 
Detergenz Natriumdodezylsulf at ist. 
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Zusammenf assung 

Die Erfindung betrif f t eine Vorrichtung zur Detektion 17 ei- 
nes Analyten in einer Fliissigkeit mit auf einer ersten Seite 
12 einer elektrisch nicht leitenden und fur die Fliissigkeit 
undurchlassigen Platte 10 angeordneten voneinander isolierten 
Elektroden 15, wobei die Elektroden 15 zumindest teilweise 
eine Analyt-spezif ische Beschichtung oder Analyt-spezif ische 
Molekule aufweisen und iiber die Platte 4 10 durchspannende 
elektrische Leiter von einer zweiten Seite 14 der Platte her 
elektrisch kontaktierbar oder elektrisch kontaktiert sind. 



4 2 2 2 1 5 -november- an - 3 



34 



SEQUENZPROTOKOLL 

<110> november Aktiengesellschaf t Gesellschaft ftir Molekulare Medizin 

5 <120> Vorrichtung zur Detektion eines Analyten 

<130> 422215EH 

<140> 
10 <141> 

<160> 2 

<170> Patentln Ver. 2.1 

15 

<210> 1 

»<211> 20 
<212> DNA 
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Fig. 11a 
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